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SA MENVATTING 
In dit proefschrift zijn onderzoekingen beschreven, die tot 
doel hadden na te gaan of de bepaling van de "red cell  T3 up- 
take", zoals deze door Hamolsky en  medewerkers is geihtro- 
duceerd, op eenvoudige wijze in een isotopenlaboratorium uit- 
gevoerd kan worden en welke waarde zij  voor de kliniek kan 
hebben. Tevens werd onderzocht of verbe teringen in  de methode 
konden worden aangebracht. Als uitvloeisel van deze experi- 
mentenwerd nagegaan of de bepaling van de bindingscapaciteit 
van de thyroxine-bindende eiwitten in he t plasma kan leiden tot 
een beter inzicht in de factoren, die de uitkomst van de "red 
cell  T3 uptake" bepalen. 
Inhet eers te  gedeeltevan hoofdstuk1 wordt een overzicht ge- 
geven van de literatuur, die betrekking heeft op het transwort 
van schildklierhormonenin het bloed; deze gegevens betreffen 
vooral het thyroxine, dat specifiek gebonden wordt door die 
fractie van het plasma, die tijdens de electroforese in veronal- 
buffer pH 8 . 6  een loopsnelheid heeft, welke ligt tussen die van 
de al- en oZ-globulinen (inter-afractie, TBP of TBG genoemd). 
Nauwkeurige gegevens over de aard van deze fractie zijn niet 
bekend, evenmin als over de relatie tussen TBP en het la ter  
aange toonde "thyroxine-binding pre- albumine" (TBPA). Over 
de bindingscapaciteit van TBP voor thyroxine bestaat geen ge- 
lijkluidend oordeel: volgens sommige onderzoekers is e r  een 
significant verschil in de bindingscapaciteit bij hyper-, eu- en 
hypothyreoidie, volgens anderen is zij enigszins verhoogd bij 
hypothyreoidie en niet afwijkend bij hyperthyreoidie. Hetisbe-  
kend, dat de bindingscapaciteit verhoogd is tijdens zwanger- 
schap e n  bij ernstige leverafwijkingen; bij patienten me t nefrose 
wordt een te lage bindingscapaciteit gevonden. 
In het tweede gedeelte van dit hoofdstuk wordt de literatuur be- 
sproken, die betrekking heeft op de bepaling der  "red cell  T3 
uptake" ende resultaten, die hiermee bereikt zijn. De bepaling 
i s  vooral zeer  goed bruikbaar a l s  een snelle "screening test" en 
leent zich goed voor het vervolgenvan de therapie van hypo- en 
hyperthyroide patienten. Naar het oordeel van Crispell c .  s .  en 
Christensen is de bepaling uitsluitend een fysisch-chemisch fe- 
nomeen en wordt de uitkomst bepaald door de relatieve bin- 
dingskrachtenvan de erythrocyten- en plasma- receptoren voor 
thyroxine.Dit wordt door Hamolsky en medewerkers betwijfeld. 
In hoofdstuk I1 worden de methodes van onderzoek beschreven. 
Voor de bepaling van de opneming van trijodothyronine door 
erythrocyten en hars  kan met een eenvoudige apparatuur vol- 
s taan w orden. De bepaling van de bindingscapaciteit van TBP 
voor thyroxine vereist  een meer  uitgebreide apparatuur; 
Bij het onderzoek naar de klinische betekenis van de "red 
cell  T3 uptake" bleekeenduidelijke correlatie te bestaan tussen 
de uitkomsten van deze bepaling en de functie der schildklier. 
Eengroot gedeelte van de waarden, die bij hypothyreoidie ge- 
vonden worden, ligt echter in de normale "range", evenals een 
gedeelte vande waarden, gevonden bij hyperthyroide patienten. 
Voor he t vervolgen van de therapie bij hypo- en hyperthyroide 
patientenbleek de "red cel1 Ts uptake" een zeer goed hulpmid- 
del te zijn. Door Hamolsky c. s. i s  reeds medegedeeld, dat bij 
verschillende ziektes een afwijking in de uitkomst kan ontstaan, 
terwijl de schildklierfunctie normaal i s  ; bij het door ons uitge- 
voerde onderzoekbleek, datbij die ziektes, waarbij de pHvan 
het bloed verlaagd is, een te hoge uitkomst gevonden wordt. 
Bij asthma tische bronchitis werd een hoog normale tot te hoge 
uitkomst gevonden. Toediening van TSH bleek op de "red cell 
T3 uptake" weinig invloed te hebben, terwijl het PB1 duidelijk 
steeg. 
' In hoofdstuk IV wordt een onderzoek beschreven, dat betrek- 
king heeft op de bindingscapaciteit van TBP voor thyroxine. 
Dit onderzoek werd mede uitgevoerd naar aanleiding van de con- 
clusie in hoofdstuk 111, dat de bindingscapaciteit van de plasma- 
receptorenvoor thyroxine eenbelangrijke rol speelt bij de be- 
palingvande "red cellT3 uptake". De mededeling van Robbins 
en Rall, dat veronalbuffer voor de bepaling van de bindingsca- 
paciteit van TBP niet geschikt is, omdat schijnbaar geen ver- 
zadiging kan worden aangetoond, kon door ons worden bevestigd. 
Overeenkomstig de mededeling van Ingbar voldeed "trisn-ma- 
leaatbuffer wel. Een schijnbare stijging van de bindingscapaci- 
teit van TBP treedt ookbij gebruikvan"trist'-maleaatbuffer op, 
maar pas bij hogere concentraties exogeen thyroxine. 
Door de invloed van het buffersysteem en de pH op de opne- 
. ming van thyroxine en  t r i j~do th~ron ine  door de hars  Amberlite 
CG 50 type I1 te bestuderen, kon worden vastgesteld, pa t  de 
waarden, die bij papierelectroforese in "trisn-maleaatbuffer 
pH 8.6  voor de bindingscapaciteit van TBP werden gevonden, 
niet fysiologisch zijn: zowel de pH als het buffersysteem ver- 
hogen de bindingsc apacitei t. 
Bij het onderzoek naar de klinische betekenis bleek een sig- 
nificant verschil in  de bindingscapaciteit bij hypo-, eu- en hy- 
perthyreoidie te bestaan. De overlapping is echter aanzienlijk. 
Bij het vervolgen van de therapie bij hypo- en hyperthyroide 
patientenbleekde bindingacapaciteit veel minder juist te rea- 
geren dan de "red cell T3uptakeU.De conclusie luidde dan ook, 
dat de bepaling voor de diagnostiekvan schildklieraandoeningen 
geen waarde heeft. 
De onderzoekingen, beschreven in hoofdstuk 111, zijn in drie 
gedeeltengesplitst: de inhet eerste gedeelte beschreven proe- 
venwerdenverricht om te komen tot een standaard procedure 
voor de bepaling van de "red cell T3 uptake"; door de experi- 
menten, beschrevenin het tweede gedeelte, werd getracht een ' 
beter inzicht te verkrijgen in de factoren, die de uitkomst van 
deze test bepalen, terwijl in het laatste gedeelte een onderzoek 
naar de klinische betekenis der  bepaling is beschreven. 
De bepalingsmethode werd zodanig gekozen, dat kleine ver- 
anderingen in de proefomstandigheden een zo gering mogelijke 
invloed hebben. Dit bleek zeer  goed mogelijk voor de incubatie- 
duur en-temperatuur, evenals voor het volume van het in be- 
werking te nemen bloed. Correctie voor de hematocriet door 
vermenigvuldiging met de factor 1 OO/hematocriet, zoals deze 
door Hamolskyc. s. wordt toegepast is ons inziens onjuist. Bij 
de door ons gevolgde methode wordt he t bloed v66r de bepaling l 
op een hematocrie t van ongeveer 40 gebracht. He t is noodzake- 
lijk steeds hetzelfde anticoagulans te gebruiken. 
Bij de vergelijking van de "red cell T3 uptake" en de "red cell 
T, uptake" bleek, dat het thyroxine in veel mindere mate dan 
trijodothyronine door de erythrocyten wordt opgenomen.Aange- 
L+ 
toond werd, dat dit veroorzaakt wordt door het feit, dat de 
eerstgenoemde verbinding veel sterker aan de plasma-eiwitten 
wordt gebonden dan laatstgenoemde. De binding aan de erythro- 
cytenverschilt in zoverre, dat het thyroxine meer aan de op- 
pervlakte vastgehouden wordt, terwijl het trijodothyronine de 
rode cellen in groter mate binnendringt. 
Behalve de "red cel1 uptake" van trijodothyronine werd ook 
die van thyroxine en van secundair natriumfosfaat, gemerkt 
met P-32, onderzocht; deze laatste bepaling is beschreven -. 
door Farranen medewerkers (l 959). Een duidelijke correlatie 
tussen de uitkomsten vandeze bepalingen en de schildklierfunc- 
tie kon niet worden aangetoond. 
Door kruisproevenwerd aangetoond, dat de aard van het plas- 
ma bepalend is voor de opneming van trijodothyronine door de 
erythrocyten. Uitgaande van de veronderstelling, dat de thyro- 
. * -  
xine-spiegelin het plasma de bepalende factor bij de bepaling 
zou zijn werd nagegaan of de "red cell T3 uptake" in normaal 
bloed tot "hyperthyroide" waarden stijgt door voorafgaande. in- 
cubatie me t inactief thyroxine. Een stijging werd aangetoond, 
doch de hoeveelheden thyroxine, die hiervoor nodig waren, 
bleken veel hoger te zijn dan die welke bij hyperthyreoidie 
aangetroffen worden. Uit deze proeven werd geconcludeerd, 
dat de uitkomsten van de "red cell T3 uptake" gedeeltelijk be- 
paald worden door de thyroxine-spiegel in het plasma en ge- 
deeltelijk door de bindingscapaciteit van de plasma-receptoren 
voor thyroxine. 
Bij het in hoofdstuk V beschreven onderzoek werd uitgegaan 
van de in  hoofdstuk I11 vermelde conclusie, dat de aard van het 
plasmadeuitkomst van de "red cell  T3 uptake" bepaalt. Ver- 
vanging van de erythrocyten door een synthetische stof heeft 
het belangrijke voordeel, dat een variabele factor wordt geëli- 
mineerd. Vande met  dit doel onderzochte stoffen bleek de ha r s  
Ambe rli te CG 50 type I1 het-meest ge schikt. De bepalingsme- 
thodiek werd gestandaardiseerd en de opneming van thyroxine 
en trijodothyrÖnine door deze hars  werd bij een aantal-hypo-, 
eu- enhyperthyroide patientenonderzocht. Evenals bij de "red 
cell  uptake" bleek ook hier  de opneming van trijodothyronine 
een grotere diagnostische waarde te hebben dan die van thyroxi- 
ne. De bepaling van de opneming van trijodothyronine door Am- 
berli te CG 50 type I1 geeft betere resultaten dan de "red cell  T3 
uptake": de standaarddeviatie van de bepaling is relatief kleiner, 
terwijl de overlapping tussen "normale" en"hyperthyroideV 
waarden minder is. 
In this thesis investigations are  reported about the usefulness 
of the red cell triiodothyronine uptake test, introduced by Ha- 
molsky and colleagues, a s  an index of thyroid funclion. The 
applicability of this procedure to conditions in a routine isoto- 
pe laboratory w a s  investigated and the possibility to effect im- 
provements. By studying the bindi-ng capacity of the thyroxine- 
binding protein (TBP) an effor t w as  made to ge t a better under- 
standing of the factors that influence the results of the test. 
The f irs t  part of chapter I gives a survey of the literature 
that appeared about the transport of thyroid hormones. It deals 
particularly with thyroxine, which is specifically bound to a 
plasma-moiety which show s an elec trophore tic mobility at pH 
8.6 between the a, and cr2 globulins; this moiety has been. called 
inter-crfraction, TBP or  TBG. Some years  later Ingbar showed 
a second plasma-moie ty to have strong thyroxine-binding pro- 
perties: thyroxine-binding pre- albumin (TBPA). The exact na- 
ture of the thyroxine-binding protein is not known any more than 
the relationship between TBP and TBPA. 
A s  to the binding capacity of TBP there is no uniform opinion: 
according to Albright, Larson and Deiss there is a difference 
in binding-capacity between hypo-, eu- and hyperthyroid sub- 
j e c t ~ .  However, these authors used veronalbuffer in their elec- 
trophoresis- system and it  was pointed out by Robbins and col- 
leagues that this buffer didnlt do wel1 in a normal paperelectro- 
phoresis- system, because increasing quantities of thyroxine 
become associated with TBP a s  the thyroxine-concentration is 
increased over a wide range. ~ s i n g -  the co-called reverse-  
flow paperelecJrophoresis they could find a saturation-plateau 
for the thyroxine-binding capacity. This capacity appeared to 
be slightly elevated in cases of hypothyroidism and not to be 
altereci in cases of hyperthyroidism. It is known, that the bin- 
ding-capacity is elevated during pregnancy and in cases of se- 
vere liverdisease; a decrease is round in nephrotic patients. 
In the second part of this chapter the literature is discussed 
that deals with the assessment of the red cell Tg uptake and 
the results that have been obtained with this procedure. The test 
is very useful a s  a rapid screening test and in following and 
gauging the adequacy of therapy of hyperthyroidism and hypo- 
thyroidism. According to Crispell c. s. and Christensen the red 
cell triiodothyronine test is a physico-chemica1 phenomenon, 
depending solely on the serum level of non-saturated thyroid 
hormone receptors. This is doubted by Hamolsky and collea- 
gue s. 
InchapterII a description is given of the methods used. For  
the determination of the red cell  and resin triiodothyronine 
uptake only a simple apparatus is needed. A more complicated 
apparatus is necessary for the determination of the thyroxine- 
binding capacity of TBP. 
The investigations described in chapter 111, are  divided int0 
three parts:  the experimenlx of the f i r s t  part  were undertaken 
to standardise the procedure for determining the red cellT3 
uptake; by means of the experiments of the second part an ef- 
fort  was made to get a better understanding of the factors that 
determine the result  of the test and in the last part  an investi- 
gation is described about the clinica1 usefulness of the test. 
The method to determine the red cell  T3 uptake was chosen 
in such a way that smal1 differences in the procedure would 
have the smallest possible influence on the results of the test. 
This could be done easily with regard to the incubation-period 
and - temperature and the blood-volume. Correction to a hema- 
tocrit of 100 bymultiplication with 100/hematocrit, a s  it is done 
by'Hamolsky c. s. , is in our opinionnot right. In the procedure 
followed by US, we always adjust the hematocrit before the test 
is done to 40. It is necessary to use the Same anticoagulant 
every time. 
Comparing the red cell  T3 uptake and the red cell  T4 uptake i t  
appeared that the quantity of thyroxine takenup by erythrocytes 
is much l e s s  than that of triiodothyronine. The fact that thy- 
roxine is b o n d  more  firmly to plasma-proteins than triiodo- 
thyronine, was shown t o  be the cause of this observation. The 
binding of the two compounds differs in  that thyroxine is bound 
more at the surface of the erythrocytes, while triiodothyronine 
enters the red  cells in a greater  quantity. No good correlation 
was found between the red  cell  T4 uptake and thyroid function, 
no more  than between the red  cell  P-32 uptake and thyroid 
funct ion. 
Itwas shown by cr i ss -cross  experiments that the properties' 
of the plasmadetermine the result  of the red cell  triiodothyro- 
nine uptake test. Supposing that the thyroxine-level in plasma 
w ould be the factor that determines the T3 uptake, investigati- 
ons were made whether the red cell  T3 uptake increases to a 
hyperthyroid level by previous incubation of the blood sample 
with increasing quantities of thyroxine. This happened to be 
the case, but the quantity of thyroxine necessary for  this in- 
c rease  was much higher than that usually found in  cases  of 
hyperJhyroidism. It was concluded from these experiments, 
that the results of the red cell  T uptake test a r e  determined 
partially by the thyroxine-level in the plasma and partially by 
the binding- capacity of plasma- receptors for  thyroxine. 
Investigating the clinical significance of the red cell T 3  uptake 
test, a close correlation was shown to exist between the results 
of this test and thyroid function. However, the greater part of 
thevalues found in hypothyroidism happened to lie in the nor- 
mal range, just a s  a minor part of the "hyperthyroid" values. 
The red cell T 3uptake appeared to be very useful in following 
the adequacy of therapy of hyperthyroidism and hypothyroidism. 
Hamolskyc. s. found a deErease o r  increase in some diseases 
where thyroid function was normal; in the course of our own 
investigations i t  appeared that abnormal values were also found 
in those diseases in which the pH of the blood has decreased. 
In cases of chronic bronchitis values somewhat higher than 
normal were found. Administration of TSH seemed to have only I 
a slight effect on the red cell T3 uptake, whereas the PB1 in- 
creasec! distinctly. 
The investigations reported in chapter IV, deal with the thy- I 
roxine-binding capacity of TBP. These studies were undertaken - 
consequent on the conclusion in chapter 111, that the binding ca- 
pacity of plasma-receptors for thyroxine seems to play an im- 
1 
portant role in determining the results of the red cell T3 up- 
take test. The observation of Robbins and Ral1 that veronal- 
buffer is not suited for the determination of the thyroxine-bin- 
ding capacity of TBP, cc-dd be confirmed. According to Ingbar 
11 trisW-maleate-buffer ap2eared to be well suitedfor this deter- 
\mination. Using "tris"-maleate-buffer the binding capacity of 
TBP seems to r ise too when employing greater quantities of 
exogenous thyroxine. 
Studying the influence of the buffer solution and the pH on the 
uptake of triiodothyronine and thyroxine by the resin Amberlite 
CG t p e  I1 it  could be shown, that values found for the binding 
capacity of TBP during paperelectrophoresis in "trisH-male- 
ate-buffer pH 8.6 a re  not physiologic ones; the pH as  well a s  the 
buffersolution gives an increase of the binding capacity. 
Investigating the clinica1 value of the determination, a sig- 
nificant difference a ~ p e a r e d  to exist between the binding capa- 
city in hypo-, eu- and hyperthyroidism. However there i s  a 
considerable overlapping. Following the effect of therapy of 
hypo- and hyperthyroid patients the binding capacity appeared 
tobe not so  useful a s  the red cell T 3  uptake. It was therefore 
concluded, that the determinationof the binding capacity of TBP 
has a s  yet no diagnostic value. 
The investigations reported in c h a ~ t e r  V a re  based on the 
conclusionin chapter I11 that the properties of the plasma de- 
termine the results of the red cell Tg uptake test. Substituting 
the erythrocytes by a synthetic material has the great advan- 
tage that a variable factor is eliminated. Investigating a lot 1 
of mater ials  Amberlite CG 50 type I1 appeared to be the most 
usefulone. The procedure was standardised and the thyroxine 
and triiodothyroxine uptake by this res in  was investigsted in 
casesofhypo-, eu- and hyperthyroidism. As wil;h the red cell  
T3 uptake test the uptake of triiodothyronine appeared to give 
better resul ts  than that of thyroxine. The determination of the 
triiodothyronine uptake by Amberlite CG 50 type I1 gave better 
resul ts  than that of the red cell  T 3  uptake. 
